
收稿日期: 2005- 08- 24
基金项目:北京市自然科学基金( 5042018; 5043026)

作者简介:王进忠( 1964- ) ,男,河北石家庄人,副教授,主要从事害虫防治与生物技术研究。
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  摘要:以麝香百合叶片愈伤组织为受体, 利用根瘤农杆菌介导法将美洲商陆蛋白( PAP)基因和抗卡那霉素筛选基

因以共转化的方式转入百合叶片愈伤组织中,然后在含有 MS 培养基中筛选愈伤组织并得到再生植株,在建立的农杆

菌转化百合的遗传转化体系中,获得 49 株再生植株,经 PCR检测表明 PAP基因已经转移到有抗性愈伤组织再生出百

合植株中。
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Abstract:We report an efficient transformation protocol for stable introduction of PAP gene into callus of lily

leaf1Calli of Lilium longif lorum leaf were inoculated with Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 containing the bina-

ry vector PBI121- 1 harboring pokeweed antiviral protein gene, which was isolated from pokeweed leaves1In the selection

of antibiotics, the calli of lily were inoculated with Agrobacterium containing PBI121- 1 produced small amount of callus

on 75 mg/ L kanamycin and 250 mg/ L cefotasimine selection plates1Plants were regenerated from resistant calli gained

from the slectable medium with MS1An optimum protocol of transformation has been established and 49 regenerative

plants from transformations have been obtained1The PAP cDNA integrated into the calli of lily was assayed by PCR, The

PCR analyses demonstrated stable integration of PAP gene into the Lilium longif lorum genomes1Expression of the genes

was particularly eminent in leaf tissue of primary transformant plants1The establishment of an efficient transformation

method may facilitate the improvement of lily in terms of the levels of antiviral protein1
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  商陆抗病毒蛋白( Pokeweed antiviral protein, PAP)

是一种核糖体抑制蛋白, 存在于商陆细胞壁中,可以

使异源植物不受病毒的侵染[ 1]。Lodge 等把 PAP基

因导入到烟草和马铃薯中, 转基因烟草和马铃薯都

表达出 PAP,并表现出了对多种不同病毒侵染的抗

性[ 2]。具有广谱的抗病毒能力, 它不但对 7 个植物

病毒属的成员具有抑制作用[ 3] ,而且对真菌、细菌及

人类免疫缺陷型病毒(HIV)等都具有一定的抑制作

用[ 4, 5]。这种抗性无论对机械传播、对蚜虫传播 的

病毒都是有效的。PAP 基因转入植物体内后,受体可

以产生对多种病毒的抗性,就可以避免目前绝大多数

抗病毒转基因植物只抗单个病害而对多种病害无抗

华北农学报# 2005 , 20 ( 6 ) : 7 7- 79



性的局面。由于以前使植物获得抗病毒特性的方法

都是特异性的, 因而要使植物获得对多种病毒的抗

性,就必须导入多种基因,而今应用导入 PAP 基因技

术的优点,就在于不必导入其他多种基因就能使植物

获得广谱的抗病毒特性
[ 6]
。在国内有将 PAP 基因导

入油菜、马铃薯等作物并获得抗病毒转基因植株的报

道[ 7, 8] ,然而,由于单子叶植物自身的遗传转化受到农

杆菌寄主的限制, 加上胚性愈伤组织不易诱导,这就

为其遗传转化增加了不少难度,目前,尚未见到有关

PAP基因成功转入球根花卉植物的报道,已报道的有

21种病毒侵然百合,主要依靠小鳞茎进行分株繁殖,

长期的营养繁殖, 使得病毒积累日趋严重, 造成百合

生长发育不良和品种退化,而百合的抗病品种极少。

在前人的基础上,本试验应用农杆菌介导法成功地将

PAP基因导入百合愈伤组织,获得了再生植株,并对

其进行了分子鉴定。笔者以麝香百合为对象,将美洲

商陆抗病毒蛋白基因导入百合现代栽培品种中,为百

合的品种改良开拓了新途径。

1  材料和方法

111  材料

试验材料为麝香百合( L1longif lorum)由北京农学

院组培室和北京市农业新技术应用重点实验室提供。

112  菌株、质粒及其培养基

含有 PAP 基因的重组表达载体 PBI121- 1的转

化农杆菌 LBA4404 由中国农科院植保所病毒组实

验室提供,采用冻融法转化土壤农杆菌( Agrobacteri-

um Tumefaciens ) ,将阳性克隆的农杆菌接种于含有利

福平 50mg/ mL、卡那霉素 100 mg/ mL的 YEB培养液

中, 28 e 振荡培养至 OD600为 018~ 110, 再用 MS基

本培养液稀释 50倍,供试。

113  农杆菌感受态的转化

取重组质粒 DNA 加入感受态细胞中, 轻轻混

匀,冰浴 30min, 液氮冷冻 1min, 37 e 摄氏度水浴中

融化,加入 1 mL YEB培养基, 28 e 轻摇 4 h, 6000

r/ min离心1 min,弃去019 mL上清液,用剩余的上清

液重新悬浮沉淀, 然后涂布于含有 100 mg/ mL 利福

平、50 mg/ mL Kan的YEB平板上, 28 e 培养 3 d,挑

取长出的单菌落,在同样的含有100 mg/ mL 利福平、

50 mg/ mL Kan的YEB培养基上化平板, 28 e 培养 3

d,挑取长出的单菌落, 提取其质粒, 用 PCR的方法

鉴定阳性克隆。

114  农杆菌转化子 PCR检测

取015 mL 的离心管加入 10 @ PCR buffer、dNTP

(10 mmol/ L )、引物 1、引物 2、DNA、Tap DNA poly-

merase、dd H2O; 反应条件: 94 e 预变性 3 min, 然后

94 e 1 min, 55 e 1 min, 72 e 1 min, 35个循环, 最

后 72 e 延伸 10 min, 再用 018%的琼脂凝胶电泳检
查 PCR扩增结果。

115  农杆菌液的制备

将阳性克隆的农杆菌接种于含利福平 50

mg/ mL, 卡那霉素 100 mg/ mL 的 YEB 培养基中,

28 e 振荡培养至 OD600为 018~ 110,再用 1/ 2 MS 培

养液稀释 50倍。

116  转化麝香百合
用由无菌瓶苗麝香百合增值出一批无菌瓶苗,

每日光照 12 h,光照强度 2 000 lx, 20 d后更换一次

培养基。头孢霉素和卡那霉素筛选浓度参照唐东芹

等人的报道结果[ 7]。

117  转化百合愈伤组织,诱导生根和无菌土壤培养

将无菌瓶苗麝香百合的叶片, 接种于MS培养基

上, 28 e ,暗培养 2 d。取出预培养的叶盘, 浸泡在制

备好的农杆菌中感染 20min,期间不断振荡使得菌液

与叶片充分接触, 用滤纸吸干多余的菌液,接入 MS

培养基中, 28 e 下暗培养。充分取出暗培养的叶盘,

接入含有卡那霉素和头孢霉素抗生素百合培养基上,

每日光照 12 d, 光照强度 2 000 lx。当外植体从愈伤

组织中长出芽,芽高 2~ 3 cm时,将其取出切除基部

的愈伤组织,转接到生根培养基上, 诱导生根。壮苗

后,既可将苗移栽到无菌营养土壤中,在温室中培养。

118  转基因麝香百合的检测
115 mL离心管中分别加入2倍CTAB 600LL,加

入巯基乙醇 20 LL,放入 60 e 水浴锅中; 取 011 g 麝

香百合叶于 115 mL 离心管中,加液氮用台式震荡器

剧烈振荡,用玻璃棒研成粉末。放入 60 e 水浴锅中

水浴 45 min, 采用 CTAB法提取叶片总 DNA, 做 PCR

扩增检测。

2  结果与分析

211  麝香百合转化体系的建立及优化

基因转化操作过程中,为抑制细菌生长、防止污

染和筛选抗生素抗性标记, 常在培养基中加入一定

浓度的抗生素。确定一个合适的筛选压有利于得到

抗性愈伤芽和剔除非抗性芽, 能有效的减少后期筛

选工作,因此建立基因转化受体系统时测定植物材

料对抗生素的敏感性很有必要, 必须针对不同的受
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体材料确定适合的筛选浓度。观察发现, 在过高的

头孢霉素培养基上, 分化芽会严重的白化,且生长缓

慢,所以,在它的浓度能有效的抑制农杆菌的基础

上,尽量采取一个比较低的值。

212  麝香百合外植体的预处理对遗传转化的影响
试验发现, 若在农杆菌和麝香百合叶片共培养

之前, 先将叶片接种到不含任何抗生素的 MS培养

基上预培养2 d,再转接到含有抗生素的培养基上培

养, 未经过预处理接种 300个叶片,经过筛选生根后得

植株 36棵, 存活率为 12100%。而预培养接种叶片 85

片,经筛选生根后得植株数 13棵, 存活率为 15129%。
结果表明,在附加抗生素的培养基上生长的叶片,经预

处理的存活率明显的高于未经处理的。

213 麝香百合的转化

采用叶盘法转化麝香百合,共培养 2 d后转到增

殖培养基上,经农杆菌侵染,麝香百合叶片在筛选培

养基上诱导分化, 10 d后分化出抗性芽,未经转化的

外植体则逐渐变白死亡, 20 d后一小部分分化芽已长

到约3~ 5 cm,还有一部分仍处于刚分化出抗性芽阶

段,将 3~ 5 cm 的芽切下, 转到生根培养基上培养,

15 d后诱导生苗。壮苗后将苗移栽到盛有无菌营养

土壤中培养钵中。

214  PCR检测转基因麝香百合
用CTAB法提取抗性筛选阳性的麝香百合叶片

总DNA为模板,对筛选出的 49株麝香百合苗进行

PCR检测, 发现其中生根植株中有 12棵植株 PCR

产物与外源目的基因PAP 的大小一致, 另外得37棵

为假阳性植株。检测如图 1。

11 分子量标准(KDNA/ EcorÑ+ HindÓ ) ; 2~ 5, 9, 101转基因麝香百合;

6~ 81 阳性对照;

11Marker(KDNA/ EcorÑ + HindÓ ) ; 2~ 5, 9, 101Transgenic plant ;

6~ 81Posit ive cont rol ;

图 1 转基因麝香百合的 PCR 测定

Fig11 PCR detection of transgenic plants

3  讨论

1993年 Monsanton公司成功地将 PAP基因导入

烟草和马铃薯, 使其转基因植株及其后代获得了广

谱的植物病毒抗性[ 9] , 在国内也有将 PAP基因导入

马铃薯和烟草等作物的报道
[ 10, 11]

。百合为多年生

宿根植物,常受到多种病毒的侵染,在我国一些百合

产区, 其发病率达 100%, 目前,尚未找到有效的防

治方法, 严重影响了切花百合的品质和产量,使得百

合鲜切花生产用种球 90%以上依赖进口 , 造成生产

成本增加。应用植物基因工程技术,将外源基因导

入百合现代栽培品种中, 为百合的品种改良开拓了

新途径。1992年 Cohen
[ 12]
等首次报道了利用农杆菌

介导法对百合进行遗传转化。Langeveld[ 2]等把几种

农杆菌株接种到百合植株上,接种后百合的茎间产生

种瘤组织, 234标记基因得以表达。本研究采用农杆

菌介导法将PAP基因转入麝香百合,经过卡那霉素的

筛选得到 28株阳性植株,经过 PCR检测, 其中 12颗

植株的 PCR产物与目的基因 PAP 的大小一致,说明

PAP 基因已成功经转入到受体植株内,为进一步利用

PAP 培育抗病毒球根花卉提供了有益借鉴。
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